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　　　　　In　this　study，　the　author　made　an　attempt　to　detect　secretory　IgA　antibodies　against　viruses　in
the　middle　ear　nudds　Qf　128．　ears　of　113　children（1－11　yr．）．　The　study　included　l14　ears　of　lOO　chil－
dren　with　chronic　otitis　media　with　effusions　and　14　ears　of　13　patients　with　blue　ear　drum　condi－
tions．　The　method　employed　was　the　enzyme－linked　immunosorbent　assay（ELISA），　the　validity　of
which　was　established　by　a　preliminary　study．
　　　　　Antibodies　to　adeno，　respiratory　syncytial（RS）and　parainfluenza　type　2（Para　2）viruses　were
detected　in　15（13．2％），7（6．1％）and　10（8．8％．）ears　with　chronic　otitis　media　with　effusions，　respec－
tively，　while　they　were　detected　in　2（14．3％），3（21．4％）and　2（14．3％）ears　with　blue　ear　drum
conditions，　respectively．　In　those　ears　with　positive　antibodies　to　viruses，　the　specific　antibody
activity　against　each　virus　was　demonstrated　by　absorption　test．
　　　　　Most　of　the　ears　with　positive　antibodies　to　RS　and　Para　2　viruses　were　those　of　patientt
aged　under　6　years，　while　the　e．ars　with　positive　antibody　to　adenovirus　were　found　in　40r　more
years　of　ages．
　　　　　In　selected　cases，　the　presence　of　IgG　and　IgA　antibodies　with　higher　titers　in　the　fluids　than
in　the　corresponding　sera　may　indicate　that　specific　antibodies　to　viruses　were　produced　locally　in
the　middle　ear　as　a　response　to　those　infections．
　　　　　The　results　obtained　provided　supportiv¢evid．ence　for　the　hypothesis　that　some　viruses　are
involved　in　the　pathogenesis　of　otitis　media　with　effusion　in　children．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　February　3，1982　and　accepted　March　1，1982）
1緒 言
　著者は，小児の慢性滲出性中耳炎例から得た中耳貯
留液の細胞成分を分析したところ，上皮性と思われる
多核巨細胞を発見したPこの結果か．ら，小．児滲出性中
耳炎の発症にウイルスが関与している可能性を述べ，中
耳貯留液からウイルス分離を試みる必要があることを
報告した．
　　そこで，気道感染症の起因ウイルスのうち，アデノ
ウイルスと，細胞融合能を示す2）RSウィルスおよびパ
ラインフルエンザウイルスを対象とし，HEp－2細胞お
よびVero細胞を用い，66例の中耳貯留液について，ウ
279
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イルス分離を試みたが，これらのウイルスによる明ら
かな細胞変性効果は一例も認められなかった．
　これまでにも，中耳貯留液からウイルス分離を試み
た報告が，いくつかみられるが，いずれも不成功に終っ
ている1－6）その理由の一つに，中耳貯留液中にウイルス
抗体の存在している可能性が考えられた6）ため，著者は，
中耳貯留液からウイルス抗体の検出を試みることにし
た．
　中耳腔において，ウイルス抗体活性をもつ免疫グロ
ブリンの型については，未だ，十分に明らかにされて
いない．一般に，気道におけるウイルス感染の場合，感
染局所において分泌型lgA（secretory　IgA，以下，
SlgAと略す）が，感染防御機構の重要な役割をはたし
ていると考えられている38）中耳腔の粘膜上皮細胞も気
道と同様に，呼吸上皮細胞であることが明らかにされ1）
また，中耳貯留液にSIgAの存在も証明されたことから，
中耳腔において，SlgAが感染防御機構の主役を担って
いると考えられている｝0）
　そこで，著者は，中耳腔のウイルス感染の可能性を
検索する一つの手段として，中耳貯留液からウイルス
に特異的な抗体，特に，SIgA抗体の検出を試みること
にした．その方法には，極めて鋭敏に抗体を検出でき
るとして，Engvall　and　Perlmann｝L12）が考案発表し
た酵素免疫法enzyme－linked　immunosorbent　assay
（ELISA）法を用いることとし，本研究では，その方法
を確立するための基礎的検討を行い，中耳貯留液から
抗ウィルスSlgA抗体を検出したので，その成績を報告
する．
2　研究材料と方法
2・1　ウィルス抗原
　ELISA法による抗体検出対象ウイルスとして，アデ
ノウイルス，RSウイルスおよび，パラインフルエンザ
2型ウイルス（以下，パラ2型ウィルスと略す）を選び，
ウイルス抗原の作製はアデノウイルス7型Grider株（札
幌医科大学衛生学講座より分与），RSウィルスLong
株およびパラ2型ウイルスGreer株（岩手医科大学細
菌学講座より分与）を使用した．
　アデノウイルス7型の増殖は，HEp－2細胞により，
RSウィルスとパラ2型ウイルスの増殖は，　Vero細胞
により行った．培養液は，両細胞とも，Eagle’s　mini－
mum　essential　medium（以下MEMと略す）（ニッス
イ）に，10％胎児仔牛血清（fetal　bovine　serum以下，
FBSと略す）（Gibco）を加えたものを使用した．
　培養単層細胞がルービンの底面積のほぼ80％を形成
した時点で，培養液を捨て，リン酸緩衝食塩水（phos－
phate－buffered　saline．以下，　PBSと略す）（pH　7．4）
40m1で洗浄し，ウイルス液を接種した．室温で1時間
吸着させた後，MEM　20　m♂を加え，　HEp－2細胞は
35℃で，Vero細胞は33℃で培養した．細胞変性効果
が最大となった2－4日後，に，ウイルス感染細胞を培養
液とともに，一80℃に凍結し，使用時まで保存した．
2・2　ウィルス抗原の精製
　2・2・1アデノウイルス抗原の精製
　Green　and　Pina13）の方法に従い，次のように行った．
ほぼ500m♂のウイルス感染細胞浮遊液をRP　45ロー
ター（日立工機）を用いて，35，000rpm，4℃で3時間
三遠心した．得られた沈渣を0．01MTris－HCI　buffer
（pH　8．1）に浮遊させ，凍結融解を10回行った．次い
で，．5，000rpm，30分間遠心して，細胞残渣を除去し，
その上清に塩化セシウム（以下，CsC1と略す）0．59／
mJ（浮上密度1．34　g／m♂）を加え，　RPS　50ローター（日
立工機）を用いて，35，000rpm，4℃で24時間超遠心を
行った．チューブの最上層から，0．4m♂ずつ分画し，
各分画の浮上密度を測定した後，PBSで透析し4℃で
保存した．
　2・2・2RSウイルスおよびパラ2型ウイルス抗原の精
　　　　製
　Sarkkinen　et　a114）の方法を改変して行った．ウイル
ス感染細胞浮遊液は，10回の凍結融解の後，RP　45
ローターを用いて，27，500rpm，4℃で1時間超遠心を
行い，沈渣を得た．この沈渣をPBSに浮遊させ，トリ
プシン（Difco）を加えて（終濃度0．25％），室温で1
時間掩絆した後，2，000rpm，20分間遠心した．その
上清をCsCI不連続密度勾配（25％CsCl　3　tnZ，30％
CsCl　2　mJおよび，40％CsCl　l　mJ）上に重層して，
RPS　40　T　P一ター（日立工機）を用いて，27，500　rpm，
4℃で3時間三遠心し，その30％CsCl分画をPBSで
18時間透析した．再びトリプシン処理（終濃度0．05％，
30分間室温で二三）を行い，前回と同じCsCI密度勾配
上に重層して，27，500rpm，3時間三遠心した．その結
果，30％CsCl分画に位置したnucleocapsid　bandを
PBSで透析した後，　CsCl密度勾配（20，30，35，およ
び40％CsCI，各1．2m1）上に重層し，　RPS　40　Tロー
ターを用いて，27，500rpm，4℃で15時間，さらに超
遠心を行った．CsCl密度勾配層を残して，上清を捨て
た後，その最上層より0．6mZずつ分画した．各分画の
浮上密度を測定した後，PBSで透析し4℃で保存した．
2・3抗ウイルス血清
　抗アデノウイルス7型ウサギ血清は，Italdiagnostic
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s．r．1．（Roma）製の血清診断用血清（中和抗体価，試験
管法で1000倍）を用い，抗RSウイルスウサギ血清は，
精製ウイルス抗原を，incomplete　Freund　adjuvantと
ともに，ウサギに過免疫して得たものを用いた．また，
抗パラ2型ウイルス血清は，東芝化学工業社旗のもの
を使用した。
2・4　酵素標識抗体
　alkaline　phosphatase（ALP）標識抗ヒトSlgA抗
体は抗ヒトSlgAウサギ血清（Cappel）から硫安塩析
およびDEAEセルローズカラム。クロマトグラフィー
で分画精製したIgG分画を用いて，一方ALP標識抗
ヒトsecretory　component（SC）抗体は，抗SC抗体
IgG分画（Dako）を用いて，　Voller　et　a115〕の方法に
従って調製した．ALP（0．2m1／1．Omg／400　u．
Boehringer．）を含むマイクロチューブを1，500　rPm，
10分間遠心し，その上清を捨て，これに，上記のIgG
分画（蛋白量2mg／mJに調製）0．2mZを加え，静かに
掩拝した後，PBSで4℃，18時間透析した．次いで，
グルタルアルデヒドを終濃度0．2％となるように加え，
静かに混和して室温で2時間静置後，0．05MTris
－HCI　buffer（pH　8．0）で18時間，4℃で透析した．調
製した標識抗体は，1％ウシ血清アルブミン加G．05M
Tris－HCI　bu晩rを3．8m1加えて，4℃に遮光して保
存した．
　ALP標識抗ヒトIgGおよびALP標識抗ウサギIgG
抗体は，同様に調製したものを札幌医科大学衛生学講
座より分与を受け使用した．
　これらの標識抗体は予備実験に基づき，至適使用濃
度を決めた．すなわち，ALP標識抗ヒトIgG，抗ヒト
SlgAおよび抗ウサギIgG抗体は100倍に，　ALP標識
抗ヒトSC抗体は50倍に，それぞれ，使用直前にPBS
で希釈して用いた．
2・5　EHSA法の手技
　本研究では，抗体検出系として最：も広く利用されて
いる抗原抗体複合体に標識抗体を結合させる。いわゆ
る間接法を用いた．その手技は，Voller　et　a115）の方法
を改変して行った．
　U底のポリビニル製マイクロプレート（96wells，
Dynatech）の各wellに，0．1MTris－HCI　bu晩r
（pH　7．6）で希釈した抗原を0．1m1ずつ注入し，・4℃で
14時間吸着させた後，0．05％Tween　20頭親BS（以下，
PBS－Tweenと略す）で3回洗浄し未吸着抗原を除去
し，固相抗原を作製した．実験に供する直前に，非特
異的反応を除去する目的で，2％FBS加PBS（以下，
2％FBSと略す）をwell当り0．2m1ずつ注入し，1時
間，室温で処理した後，これを除き，PBSで適当に希
釈した試料を各々2wellsに0．05　m♂ずつ注入して，
37℃1時間反応させた（一次反応）．再び，PBS4ween
で3回洗浄後，至適濃度に希釈したALP標識抗体を
各wellに0．1m1加えて，37℃3時間反応させた（二次
反応）．この後，PBS－Tweenで3回洗浄し，基質とし
て，0．05M炭酸・重炭酸堅甲液（pH　9．8）に溶解した
ρ一nitrophenyl　phosphate（1mg／m♂）をwell当り0．2
mZ加えて，室温で1時間反応させた．反応後，コロナ
電機社響町波長分光光度計（コロナMTP－12型）を用
いて，410nmにおける各wellの吸光度を測定した．
　対照試料として2％FBSあるいはPBSを実験条件に
より選択し用いた．
　ELISA法において陽性・陰性の判定は，対照試料を
加えたwellの吸光度の2倍以上を示したwellの試料を
陽性とした．
2・6　中耳貯留液中のウイルス抗体検索対象
　昭和56年3月より12月までに，113名の小児滲出性
中耳炎（1－11歳）から得た128耳の中耳貯留液を対象
とした．内訳は，慢性例100名より114耳および青色
鼓膜例13名より14耳であった（Fig．！）．
　貯留液の採取方法は著者の方法1｝と同様に行った．得
られた貯留液はおおむね0。2－0．8mJであり，　ELISA法
による抗体検出時まで，一80℃に保存し，使用時，
PBSで50倍量（v／v）に希釈して検索試料とした．
3　成 績
3・1　ELISA法の基礎的検討
　抗体検出のためのELISA法は，血清，分泌液などの
検体を分画操作などの前処理なしに，容易に抗体の型
（lgG，　IgAあるいはIgM）決定することができる．し
かし，その場合，同一の抗原特異性を有する抗体分子
が一定量の固相抗原に同時に反応するため，異なる型
の抗体分子間で，その含有率や親和性の差により競合
を起こすことが考えられ，含有率の低いIgAあるいは
IgMの検出感度がIgGのそれに比して劣ることが予想
される．従って，通常，簡便に行われているIgGウイ
ルス特異抗体の検出に比して，SIgA抗体の検出には，
非特異的反応が少なく精度の高い検出系が必要となる．
そこで，実験を始めるに当り，若干の基礎実験を行っ
た．
　3・1・1精製ウイルス抗原の使用条件
　ELISA法における非特異的反応は，実験材料の純度
に左右される．本研究においては，実験材料のうち，被
検材料である中耳貯留液は微量であり，質的に精製す
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Fig．1　Age　and　sex　distribution　of　113　children
　　　　（128middle　ear且uiis）employed　for　detec－
　　　tion　of　antibodies　against　viruses　by　the
　　　enzyme－1inked　immunosorbent　assay
　　　　（ELISA）．　Use　of　all　of　the　ears，　which　is
　　　noted　on　the　ordinate，　was　necessry　because
　　　not　all　cases　had　bilateral　otitis　media　with
　　　effusions．　OME：chronic　otitis　media　with
　　　effusion；100　cases　（114　nuids），　blue　ear
　　　drum；13　cases（14　fluids）．
ることができない．そのため，ウイルス抗原と標識抗
体の力価と特異性が重要であり，実験材料としての適
否を検討する必要がある．
　各ウイルス抗原の精製の最終過程で得られた各分画
について，その力価と非特異的反応の有無を検討した．
各分画を，0．1MTris－HCI　buffer（pH　7．6）にて2倍
階段希釈し，固相抗原を作製した．各ウイルス抗原に
特異的な抗ウイルスウサギ血清（200倍希釈）と，ALP
標識抗ウサギIgG抗体を用いて，　ELISA法を行い，各
分画の抗原価を求めた．
　その結果，アデノウイルス抗原は，virionの浮上密
度（1．34g／mJ）とほぼ一致する分画5および6の抗原
価が最も高く，RSウイルス抗原は，　virionの浮上密度
（1．23g／m1）よりやや高い分画9および10に，パラ2
型ウイルス抗原は同じくvirionの浮上密度（1．23　g／m1）
より高い分画9および10に，すなわち，mucleocapsid
と推定される14）bandに一致して最も高い抗原価を認め
た．
　次に，各ウイルスのvirionあるいは，　nucleocapsid
に一致する分画の抗原性および標識抗体との非特異的
反応を検討した．その結果をFig．2，3および4に示し
た．これから明らかなように，検討した抗原分画は，そ
の力価が非常に高く，かつ，非特異的反応が極めて少
なく，高度に精製されたものであることを確認した．
　さらに，各ウイルス抗原を固相化する際の至適希釈
濃度を定めるために，上記の高力価を示した各ウイル
ス抗原分画を用いて，各ウイルス特異抗血清との間で，
box　titrationを行った結果，各特異抗血清の抗体価の
最も高い終末点を検出したうえ各ウイルス抗原分画の
最高希釈は，アデノウイルス抗原では，1：320，RSウ
イルスおよびパラ2型ウイルス抗原では各々，1：320
および1：640であった．以後，固相化する抗原分画は，
これらの抗原分画の4倍高い力価，すなわち，アデノ
ウイルスおよびRSウイルス抗原は1：80に，パラ2型
ウイルス抗原は1：160に希釈して使用した．
　なお，これらのウイルス抗原は高度に精製されたこ
とが確認されたので，以後の実験では対照抗原を用い
なかった．
　3・1・2　標識抗体の特異性と感度
　次に，ウイルス特異抗体検出系で二次反応に用いる
標識抗体，すなわち，ALP標識抗ヒトSlgA（以下，
ALP一献SlgA抗体と略す）およびALP標識抗ヒトSC
抗体（以下，ALP一汁SC抗体と略す）の特異性と感度
を検討した（Table　1）．
　固相抗原として血清IgA（lgA骨髄腫患者より精製
されたものを，札幌医科大学内科学第1講座より分与
を受けた）とSlgA（ヒト初乳より分離されたものを，
同大学内科学第1講座より分与を受けた）を用い，ALP
一抗SlgA抗体とALP一心SC体を各々反応させて血清
IgAとSlgAのELISA抗原価を求めた．抗SC抗体お
よび抗α鎖抗体を含むALP一志SlgA抗体は血清IgA
およびSIgAと強い一次反応を示すのに対し，　ALP一抗
SC抗体は，　SlgAとのみ反応し，高い特異性が証明さ
れた．しかし，ALP一抗SC抗体のSlgAに対する感度
はALP一抗SIgA抗体に比して低くSIgAのELISA抗
原価は102400から25600へと1／4に低下した．
　ALP一心SC抗体の感度と特異性は，アデノウイルス
抗原に対する抗体検出系の二次反応に用いても，同様
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Table　1助召0須62砂α％6S2πS露勿が砂qプα疏α」ゴη．θρぬ0母）肱㈱θ（AゐP）一∂0珍ノZ禦’θ4αフ¢’ゴー乃％脚ηS8C7召’0η
娯（．α七一s忽4）αη6σ班ゴー海御η¢αηS60廻’0η00吻07Z6麗’（αηガー．5C）届窪η’狛0漉¢S。
Solid－phase
antlgen Sample
　　　　　　ALP－conjugates
anti－SlgA　　　　　　　　　　anti－SC
Serum　IgA1）
SlgA3〕
4096002）
102400
〈200
25600
Adenovirus
virjon
Human　serum4）
SlgA
1606）
40
〈4
　20
1）
2）
3）：
4）．：
5）．：
Serum　IgA　was　purified　from　patient　seru加with工gA　myel．onla．
ELI．rA　antigen．titer　is　expressed　as　the　reciproCal　of　the　highe§t　dilution　of　the　sample　which
．resulted　in　an　absQrbance　which　was　greater　than　twice．the　absorbance　of　the　antigen－coated
wells．　Of　the　contro王sample．
SI．gA　was　puri丘ed　from　human　colostrum．
Hulnall　serum（DS－128）had　a　complemen亡一且xing　antibody　tf亡er　of　1：16　against　adenovirus．
ELI．SA　antibody　titer　is　expressed　as　the　reciprocaL
の成績が得られた．すなわち固相抗原としてアデノウ
イルス抗原を用い，試料としてヒト血清DS－128（．アデ
ノウイルスに対する．．補体．結合抗体価16倍）および：SlgA
を反応さぜたところ，ALP一山SlgA抗体によりELISA
抗体価40倍と判．定されたSIgA中の抗アデノウイ．ルス
抗体は，ALP一抗．体では20倍と低下し，同じく，160
倍と判定さ．れたヒト血清DS－128中の抗アデノウイルス
抗体は，ALP一抗．SC抗体と反応しないことが示された．
　以上の成績から，ALP一抗SC抗体は，感．度はわずか
に低いがSIgAのみを特異的に検出しうることが判明し
た．
　3・1・3　一次反応の条件
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　本研究で用いるウイルス抗原と試料（抗体を含むも
の）との抗原抗体反応の至適条件を決定するために，ア
デノウイルス抗原を固相抗原に用い，性状の異なる試
料中の特異抗体価の測定を，異なる三つの条件下で行
い，比較検討した（Table　2）。
　この基礎実験に用いた試料は，SIgA，ヒト血清DS
－128および予備実験で選出した中耳貯留液（試料番号
55）である．
　固相抗原に，2倍階段希釈した各試料を注入し，
37℃で1時間，37℃で1時間の後4℃で18時間あるい
は37℃で3時間の後4℃で18時間のそれぞれの条件下
で反応させて，得られたELISA抗体価をTable　2に示
した．
　SIgA抗体のみを含むSlgA，複数型の免疫グロブリ
ンを含有するヒト血清DS128および，中耳貯留液（試
料番号55）のいずれの試料も37℃で1時間の後4℃で
18時間反応させた条件下で最：も高いELISA抗体価を
示した．37℃3時間の後4℃で18時間反応させた系で
は，非特異的反応が，他の2条件に比して高く現われ
たため，一部の試料のELISA抗体価が低く算出された．
　以上の成績に基づいて，ウイルス抗原と試料中の特
異抗体との反応，すなわち一次反応は，37℃で1時間
の後4℃で18時間の条件下で行うこととした．
　3・1・4　二次反応の条件
　抗原抗体複合体と標識抗体との反応は，抗原の，ま
たは抗体を含む試料の種類や量により，至適条件が異
なる．著者は，実験手順を考慮して，37℃1，2，あるい
は3時間の3条件下で，以下の基礎実験を行った．
　アデノウイルス抗原を固相抗原に用い，試料として
4倍階段希釈したヒト血清DS－128を用いて，　ALP一抗
ヒトIgG抗体を37℃で，1，2，あるいは3時間，それ
ぞれ反応させた結果を，吸光度およびELISA抗体価で
Table　2Zη伽ろα加η’吻εαη4彰剛ρθπ品名8〔ゾ漉6κα漉0ηろ疏〃8開田θ自励04yαηゴα窺忽伽勿
αso1躍一力1撚8勿魏θE乙」iS4．
Solid－phase
　antigen Sample ALP－conjugated37。Cユhr
37QCl　hr十
4。C　18　hrs
37。C3　hrs十
4ΩC　18hrs
SIgA anti－SIgA 201） 40 40
Adenovirus　　　曾曾　　▽【rlon
Human　serum
iDS－128）
anti－SIgA
≠獅狽堰|lgG
　40
P280
160
T120
320
T120
MEF2）
iNo．55）
anti－SlgA
≠獅狽堰|IgG
80
Q00
200
P600
80
W00
1）　　ELISA　antibody　titer　is　expressed　as　the　reciprocal．
2）　　The　miiddleear　fluid　of　sample　No．55　was　selected　in　a　preliminary　study．
Table　3：伽z6〔ゾ7ぞα6’加6θ嬬6η伽羅五P一ぐ。回心6α舷α顧9醐一副ゴろ。みoo〃z力敏．
Reaction
time 1：80 1：320
Dilution　of　human　serum（DS－128）
1：1280 1：5120 1：20480
ELISA
antibody
　tlter
1hr
2hr
3hr
0．117＊
0．1ユ4
0．158
0．154
0．221
0．225
0．067
0．083
0．098
0．110
0，160
0．162
0．046
0．061
0．066
0．053
0．091
0．100
0．037
0．035
0．042
0．055
0，041
0．061
0，033
0，036
0．034
0．034
0．068
0．049
0．034
⑪．038
0．031
0．040
0．025
0．048
320
320
1280
Solid－phase　alltigen：　purified　virion　of　adenovirus．
Antibody：human　serum（DS－128）at　different　dilutions　were　incubated　at　37℃for　l　hr，　then　at　4℃
　　　　　for　18　hrs．
Conjugate：ALP－conjugated　anti－human　IgG　antibody．
The　reaction　between　the　substrate　and　the　conjugate　was　at　room　tjemperature　for　l　hr．
＊　Absorbance　a亡410　nm．
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表わした（Table　3）．反応時間の経過とともに，各血
清希釈における吸光度は上昇するが，陰性対照は，い
ずれの反応時間においても，ほぼ同一の値を示し．た．し
たがって，血清DS－128中の抗アデノウイルスIgG体
価は，3時間における値が最も高く1280倍であった．
　以上の成績から，非特異的反応がみられずかつ，高
い抗体価が期待できる，37℃で3時間の反応条件を以
後の実験に用いた．
　3・1・5　基質添加後の反応時間
　最．後に，上述の基礎実験で決定した一次および二次
反応の条件下で，基質添加後の吸光度の変化を経時的
Table　4
札幌医誌
に測定した（Table　4）、
　アデノウイルス抗原を固相抗原とし，血清DS－128を
試料に用いて，検討したところ，各血清希釈における
吸光度は，2および3時間における値がほぼ等しく．，し
かも，血清中の特異抗体価が1，2，および3時間にお
ける値のいずれにおいて判定しても，同一の5120倍を
示した．したがって，著者は，．観察しやすい2時間におけ
る値をもって以後の実験結果を判定することにした．
　以上の基礎的検討に基づいて，中耳貯留液中のウイ
ルス特異抗体の検出法をFig．5に示したように確立し
た．
A∂SO76αη6θZ擁漉’」〃3θ（ゾ漉6．紹α6あ0ηろ召如667Z’1乞8　Sπろ∫朗Z’6αη4∠4五P－60勿％9認θ
60ηZ∂吻64Zσ」石地εα窺即η一α％’必0めノσ0〃Zカ1飢．
Reaction
　time 1　80
　　　Dilutiton　of　human　senlm（DS－128）
1　　3：20　　　　　　　1．：1280　　　　　　1　：5120　　　　　　1　　10240
ELISA
antibody
　tlter
1hr
2hr
3hr
0．313
0．273
0．．684
0．563
0．688
0．620
0．110
0．134
0．313
0．357
0．395
0．433
0．082
0．098
0．220
0．261
0．281
0．313
0．056
⑪．063
0．160
0．171
0．192
0．201
0．018
0．033
0．063
0．095
0．060
0．095
0，023
0．029
0．055
0．083
0．034
0．069
5120
5120
5120
Solid－phase　antigen：　puri丘ed　virion　of　adenovirus．
Antibody＝human　serum（DS－128）at　different　dilutions　were　incubated　at　37℃for　l　hr，　then　at　4℃
　　　　　　for　18　hrs．
The　reaction　between　the　conjugate　and　the　antigen－antibody　complex　was　at　37℃for　3　hrs．
1＝0．1m♂aliquots　of　puri丘ed　virus　antigen　at　an　optimal　dilution　in　O．1　M　Tris－HCI　bu廷er（pH　7．6）were
　　adsorbed　to　the　wells　of　a　polyvinyl　roundゐottom　microplate（96　wells，　Dynatech．）．
at　4℃for　14　hrs．　in　a　moist　chamber，
　　The　plate　was　washed　3　times　with　PBS－Tween．
2：　0．2mJ　aliquots　of　2％FBS　were　added　and　incubated　at　room　temperature　for　l　hr．
3＝　After　removal　of　2％FBS，　test　samples（0．05　m〃well）were　added　to　the　2　wells　of　each．
at　37。C　for　l　hr　and　at　4．C　for　l8　hrs．
　　The　plate　was　washed　3　times　with　PBS－Tween．
4：　0．1ml　aliquots　of　alkaline　phosphatase－conjugate　IgG　antibody　diluted　in　PBS　were　added．
at　37℃for　3　hrs．
　　The　plate　was　washed　3　times　with　PBS－Tween．
5＝0．2mJ　aliquots　of　p－nitrophenyl　phosphate（1　mg／m♂）in　O．05　M　carbonate．bicarbonate　buffer（pH　9．8）　　　　　レー一一
6：　Measurement　of　absorgbance　at　410　nm　by　Microplate　Photometer　MTP－12（Corona　Electric．）．
　　　　Fig．5　1ndirect　microplate　ELISA　method　for　detection　and　measurement　of　antibody．
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3・2　ELISA法による中耳貯留液のウイルス学的検討，
　　特に，抗ウイルスSIgA抗体の検出
　128耳の中耳貯留液を得た滲出性中耳炎患児113名
の年齢分布をFig．1に示したが，これは諸家亀16｝の報告
と同じく，5歳児にピークが認められた．しかし，実際
の患者発生は，乳児期にも多い17）ことから，本研究の対
象例は，滲出性中耳炎丁丁のうち，比較的年長の方に
属するものが多いと考えられた．なお，青色鼓膜例は，
4歳以上に認められた．
　3・2・1抗ウイルスSlgA抗体の検出
　まず，128耳の中耳貯留液は，いずれも50倍希釈試
料とし，ALP一丁SC抗体を用いて，各ウイルスについ
て，抗ウイルスSIgA抗体検出のスクリーニングを行い，
これにより陽性と思われたものについて，さらに，抗
体価測定を行って，50倍以上のELISA抗体価を示し
た31耳（24．2％）を陽性と判定した．その内訳は，
Table　5に示した．すなわち，アデノウイルスに対する
抗体は，慢性滲出性中耳炎例114忌中15耳（13．2％），
青色鼓膜例14耳中2耳（14．3％）に検出された．
　RSウイルスに対しては，各々，114耳7耳（6，1％），
14耳3耳（21．4％）に検出され，また，パラ2型ウイ
ルスに対しては，同様に，各々，114耳中10耳
（8，8％），14山中2耳（14．3％）に検出された．
　これら31耳の病歴をみると，各ウイルス抗体の種類
と病歴との間に特別な関連は見いだせなかった（Table
6）。さらに，31耳のうち，複数のウイルス抗体を検出
しえた6耳の各ウイルス抗体価の分布と病歴をTable
7に示したが，反復性中耳炎を認めた例では，RSウイ
ルスに対する抗体価が，他の二つのウィルス抗体価よ
り高い傾向が示され，病歴から中耳炎の初発は乳児期
Table　5
に起こっていたと推測されRSウイルスの抗体価が高い
例は，RSウイルスの再感染あるいは持続感染によるも
のと思われた．また，複数のウイルスに対する抗体が
検出されたことは，過去に時期を同じく，あるいは，異
にして，いくつかのウイルスが中耳腔に感染したこと
を示唆するものと思われた．
　3・2・2抗ウィルスSIgA抗体陽性例の抗体価と年齢
　Fig．6に示したように，アデノウイルスに対する抗体
陽性例は，4歳以上に広く分布しRSウイルス抗体陽性
例および，パラ2型ウイルス抗体陽性例は，6歳以下に
多かったが，RSウイルス抗体陽性例の方が，わずかに
低年齢層に傾いているように思われた．また，各ウイ
ルス抗体価をみると，アデノウイルスやRSウイルスで
は，パラ2型ウイルスのそれより，比較的高い抗体価
を有していた．これらの成績は，RSウイルスによる感
染は，就学前ことに乳児に多く，それより年長の小児
においても再感染しうること18）また，パラ2型ウイル
ス感染の場合，就学前言のほぼ30％，就学児の70％近
くに認められること19）と関連していると思われた．さら
に，アデノウイルスは，小児期全般に感染するが，著
者の成績は，この事実との関連を強く示唆するものと
考えられた．
　なお，中耳貯留液採取月別の抗体陽性例の分布を，
Fig．7に示したが，本研究の対象例が，中耳炎の反復罹
患を認めるもの，あるいは，中耳炎の経過の長いと思
われるものから成っており，具体的な発症時期の確認
は困難で，患者発生の季節的要因は把握できなかった。
　3・2・2抗ウイルスSIgA抗体の特異性
　前項で示した抗体陽性例で，SIgA抗体が各ウイルス
に特異的であることを確認するため，精製抗原を用い
伍s唱酬’ガ。ηげ∫66剛。乞y忽4田津。め’漉薦α9α勿∫’7召sρθ6加θ〃伽s6s勿3エρo∫漉麗
6αバ。％’げエ28伽裾～6θ〃ガ痂4s．
Virus Disease 50
Number　of　ears　with　titer
100　　　　　　　200　　　　　　　400 800
TotaI
positive　no．
Adeno OME1｝
BED2）
9
0
4
2
1
0
1
0
0
0
15／114　（13．2％）
2／　14　（14，3％）
RSV OME
BED
4
2
2
0
0
0
1
0
0
1
7／114　（　6．1％）
3／　14　（21．4％）
Para　2 OME
BED
8
1
2
1
0
0
0
0
0
0
10／114　（　8．8％）
2／　14　（14．3％）
＊　6ears　with　antibodies　against　20r　3　viruses．
1）：OME；chronic　otitis　media　with　effusion．
2）：BED；blue　ear　drum．
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Table　6　1）お6α∫θ（zη4勉s’oη初310α∫召εz麗動ヵosぢ’勿6距ノ1α解の04ゑθ∫㎎z廊zs’〃．ガ7z6s詔．
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　　Case
（Sample　No．）
Age
（yr．）
Disease History
（durati．on）
Positive　antibody
　　　agalnst
　3
14
65
124
13．
22．
23
35
3．7
40
4ユ
46
50
51
55
64
67
68
70
72
75
78
90
9：1
92
93
99
111
129
135
138
5
6
6
11
5
6
2
6
6
4
4
7
6
7
9
4
6
5
8．
5
6
5
11
4
2
6
4
7
8
5
5
BED
BED
BED
BED
OME
O．ME
OME
O．lE
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OME
OM．E
OME
OME
OME．
OME
OME
OME
OME
OME
ROM1）
HL2〕
ROM
ROM
HL
RO．M
ROM
HL
HL
R．OM
．HL
ROM
RO．l
ROM
HL
HL
HL
ROM
HL
HL
HL
ROM
ROM
HL
ROM
RTOM
RO．M
HL
ROM
HL
ROM
for　2　yr
for　l．yr
for　3　yr
for　7　yr
for　4買〕o
for　5　yr
forlyr
fQr　4　mo
for　2　yr
forlyr
fQr　3　mO
for　5：yr
．for　2　．yr
fOr　3　yr
forlyr
fQr　1．yr
for　2　mo
for　2　yr
f．Qr　6　yr
for　6　mo
for　3　mo
for　2　yr
for　5　yr
f；or　6　nユo
forlyr
for　4．yr
for　3　yr
fQr　2　yr
for　3　yr
forlyr
for　2　yr
adeno．　RSV，　p．ara　2
RSV
aden．o，．　para　2
RSV
adeno，　RSV，　para　2
adeno，　RSV
para　2
para　2
adeno，　para　2
RSV
RSV
adeno
adeno
adeno
ad：eno
para　2
a．deno
para　2
para　2
adeno
para　2
adeno
adeno
adenO
RSV
para　2
adenO，　RSV
adeno
adeno
RSV
para　2
1）　ROM．1
2）　HL　：
　　Table．7
Recurrent　otitis　media．
Hearing　loss，
Hゴ3’oη召％ゴsβ6彫渉。η」忽4αη励。の’鉱召器α即下5’加ア％s6s加6θα7なげ4　0躍Eαηゴ2
B翫）．
　　C：ase
（Sarn．ple　No．） Age（yr）．
History
（duration） Adeno
SIgA　antibody　against
　　　　　RSV Para　2
3
65
13
22
37
99
5
6
5
6
6
4
ROM
ROM
HL
ROM
HL
ROM
for　2　yr
for　3　yr
for　4　mo
for　5　yr
for　2　yr
for　3　yr
100
100
100
10．0
200
50
800
〈50
100
400
〈50
10Q
100
　50
　50
　50
10⑪
〈50
Sa．mples　No．3and　6．5．　were　obtained　frQm　2　children　with　blue　ear　drum，
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Fig．6　Age　distribution　of　cases　with　positive　SlgA　　Fig．7
　　　　antibodies　agains．t　viruses．　Open　symbols；
　　　　chrohic　otitis　media　with　efFusion，　Closed
　　　　symb◎ls；blue　ear　drum　cOndition．
Mon七hly　di．stribution　of　cases　with　ptositive．
SIgA　antibOdies含gainst　viruses．
て吸収試験を行った．
　各ウイルス抗原の2．倍希釈．と100倍および200倍希
釈の貯留液を等量混和し，37℃1時間の後，4℃で18
時間反応させた．これを，固相化した各ウイルス．抗原
と一次反応させ，以下，Fig．5に示した手順で実験を進
め，吸収前および後の各試料の吸光度の差を比較検討
した．SlgA抗体の測定には，これを検出する標識抗体
の感度を考慮して（Table　1），　ALP標識抗SlgA抗体
を使用した．なお，ALP標識抗ヒトIgG抗体を用いて，
　　　　Table　8
　　　　　　　　　sαゆZθ／＞∂．67の’加．Eμ＆4．．
IgG抗体をも測定した．
　まず，抗アデノウイルスSlgA抗体陽性例（試料番号
67）では，IgG抗体およびSlgA抗体はともに，ウィル
ス．抗原による吸収後において，それらの吸光度は吸収
前より低値を示し，その抗体のアデノウ．イルス特異性
が確認された（Table　8）．
　この症例の血清および貯留液中の型別ウイルス抗体
価をTable　8の下段に示した．血清中のIgG抗体価は
6400倍，SlgA抗体価は50倍で．あり，貯留液中のそれ
A6SOゆガ0η’召S∫（ゾα班狛04ゴ8S㎎4初S’α4碗ωか％Sゴη〃昭履44飽8αフ’ガ％躍（躍EF）（ゾ
ELISA．antibodies．
　against　adenO．
Absorption
with　antigen．11．
　　DilutiQn　of　MEF
1　：200　　　　　　　　　　　　　　　1　　400
IgG before．
after
0．2992）
0．．121
0．246
0．119
SlgA before
after
0．079
0．055
0．054
0．031
ELISA　antibody　agaihst　adenovirus　of．　middle　ear　Huid（MEF，　sample　No，67）and　the．　corresponding
serum，
ELISA　antibody MEF Serum
1霧A
IgA
SIgA
25600
　800
　400
6400
　50
1）　Samples　of　MEF　at　dilutiolls　of　1：100　and　1＝200，　reミpective／y，　were　absorbed　with　adenQvirus　antigen（1
　　：2　diluted）　at　37qC：．　for　l　hr　and　at　4DC　for　18．　hrs．
2）　Mean　value　of　absorbance　at　410　nm．
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らは，各々，25600倍および800倍で，血清レベルより
非常に高い抗体価を示した．さらに，貯留液中のIgA
抗体（800倍）が，抗SC抗体とも同様に強く反応（400
倍）した事実は，抗SC抗体の力価の低い点を考えあわ
せると，見いだされたIgA抗体分子のほとんどがSlgA
で占められていると考えられた．これらの成績は，貯
留液中の抗体が血清由来というより，中耳腔局所で産
生されたものと考えた方が妥当と思われる．
　RSウィルスおよびパラ2型ウイルスについても，同
様の吸収試験を行った．その結果を，それぞれTable　9
およびTable　10に示した．いずれも，各ウイルス抗体
が明らかに吸収されて，それらの抗体のウイルス特異
札幌医誌
性が証明された．
　RSウイルス抗体陽性例（試料番号3）のIgGおよび
IgA抗体価を，血清と比較すると（Table　9の下段），血
清IgG抗体価およびIgA抗体価は，それぞれ25600倍
および400倍であるのに対し，貯留平中では，それぞ
れ102400倍および6400倍とかなり高値を示し，さら
に貯留液晶のSIgA抗体が800倍ということは，中耳腔
に感染が強く起こったことを示すものと思われる．
　次に，パラ2型ウイルスについて，同一患者から時
期を異にして貯留液を採取した症例について，血清お
よび貯留液のウイルス抗体の消長を検討した結果（Table
10の下段），初回に得た貯留液（試料番号35，昭和56
Table　9、4ろsoゆμoη’6s’げ朋妨。ご漉sα8厩ηs’1～S麗7κ8加伽44EF（ゾ∫α魏ρ16　No．36y吻
E乙jG24．
ELISA　antibodies
against　RS　virus
Absorption
with　antigen
　　Dilution　of　MEF
！　：200　　　　　　　　　　　　　　1　：400
IgG before
after
0，661
0．287
0．642
0．181
SIgA before
after
0．132
0．084
0．114
0．060
ELISA　antibody　against　RS　virus　of　MEF（sample　No．3）and　the　corresponding　serum．
ELISA　antibody MEF Serum
IgG
IgA
SIgA
102400
　6400
　800
25600
　400
Table　10．4み∫oゆ’げ。㎎よ6∫’げ碑ガろ04ゴθ∫岬勿ε’加η吻伽6％2召罐2（勘耀2）o〃勿ε加≠加
ル歪EF　q〆s朋ゆ16　No．35勿動6五L翻．
ELISA　antibodies
against　Para　2　virus
Absorption
with　antigen
　　Dilution　of　MEF
1：200　　　　　　　　　　　　　1　：400
IgG before
after
0．429
0．176
0．283
0，102
SlgA before
after
0．061
G，003
0．014
0．000
ELISA　antibody　against　Para　2　virus　of　MEF（samples　No．35　and　No．75）and　the　corresponding　sera．
ELISA　antibody　　　　　23，Jun’81MEF（No．35）　　　　　Serum
　　　　　29，Sep’81
MEF（No．75）　　　　　Se「um
IgG
IgA
SIgA
3200
200
　50
800
400
3200
100
100
25600
　200
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年6月23日採取）中のlgG抗体，　IgA抗体および
SIgA抗体は，およそ3ヵ月後に採取した貯留液（試料
番号75，昭和56年9月29日採取）中のそれらのレベ
ルとほとんど変わらないのに対して，血清中の抗体，こ
とにIgG抗体は，800倍から25600倍と上昇した．これ
は，初回のときが，パラ2型ウイルスの感染早期で，そ
れが中耳腔に持続感染して，約3ケ月後には再び貯留
液が出現し，血清中にはIgG抗体の上昇を生じたもの
と考えられた．
4考 察
　著者は，本研究に先立ち，昭和56年4月より12月
までに，慢性滲出性中耳炎53名より56耳，および，
青色鼓膜例9名より10耳の計66耳の貯留液からウイ
ルス分離を試みたが，明らかな細胞変性効果を認めた
ものは皆無であった．
　中耳貯留液からのウイルス分離が不成功に終ること
の説明として，次の5つの理由が考えられている9
　（1）ウイルスが中耳腔に感染することが，実際少な
い．
　（2）中耳腔にウイルスが感染したとしても経過が長
くなれぽ，ウイルスは中耳腔から消失してしまう．
　3）　ウイルスそのものが量的に少なく，通常の培養
細胞を用いる分離方法では，分離されない．
　4）　ウイルスが中耳腔に感染しても，中和抗体やイ
ンターフェロンにより不活化されて分離されなくなる．
および，
　5）　ウイルス分離の方法が不適当である．
　しかし，上記1）の可能性はRSウイルスによる気道
感染症に併発した中耳炎例において，中耳貯留液から
RSウィルスが比較的高率に分離されたという報告2“2】）
から，RSウイルスについては否定的である．
　著者が用いた分離材料は，いずれも，滲出性中耳炎
の慢性例および青色鼓膜例であり，感染早期の中耳貯
留液が材料に含まれていないので，上記2）の可能性は
十分に考えられる．また，パラインフルエンザウイル
スの分離に用いたVero細胞の感受性と，分離2代目細
胞で赤血球吸着試験を行ったために，陰性に終った可
能性があり，上記3）および5）は，今後の課題として残
されている．それとともに，蛍光体法22）を用いて，中耳
刃傷中のウイルス抗原保有細胞の直接検出を試みる必
要がある．しかし，貯留液は採取できる量が限られて
いるので，現状では，複数のウイルス抗原を検出する
ことは困難iと思われる。
　著者は，上記5つの理由のうち1）を除いていずれも
その可能性は否定できないが，4）の可能性が最も大き
いと考えて，本属において中耳貯留液からウイルス抗
体検出を試みウイルス感染の可能性を探ることとした．
　ウイルス抗体の検出を試みた報告は，これまで，
Meurman　et　al　23）のみで，彼らは，　radioimmuno－
assay法により，　IgA抗体を検索し，アデノウイルスお
よびRSウィルスに対するIgA抗体を，各々50％に検
出したと報告している．しかし，中耳貯留液中のIgA
量は，血清とほぼ同じレベルとされている24）ので，彼ら
が測定したIgA抗体は血清IgA抗体を含んでいる可能
性がある．既述のように，中耳腔の感染防御機構におい
て，その主役は，SlgA抗体と考えられているので，著
者は，抗ウイルス抗体のうちSlgA抗体を検出すること
によって，初めてウイルス感染の証拠としてとらえる
ことができると考えた．
　抗SC抗体は，　SIgAと血清IgAを容易に鑑別しうる
が，試料中のSlgAの検出感度は，抗SlgA抗体に比
して劣るとする報告25｝があるが，これは著者の成績でも
同様で，SIgA抗体1分子に結合する抗SC抗体と抗
SlgA抗体の分子数の差により理解できる．抗SC抗体
の力価の高いものを用いることにより，ある程度SIgA
抗体の検出感度を高めることは可能と思われるが，抗
SIgA抗体と同じレベルの感度を得るのは困難と思われ
る．このようなALP一抗SC抗体を用いて複数の型の抗
体を含む試料から，効率よくSIgA抗体を検出する場
合，実験材料の純度を高めること，および，至適反応
条件の決定が非常に重要であると考えて，基礎実験を
行い．Fig．5に要約した抗体検出系を確立したのである．
　その結果，128叩鉦31耳に，アデノウイルス，RSウ
ィルスあるいはパラ2型ウィルスに対するSIgA抗体を
検出し，これらの抗体が各ウイルスに特異的であるこ
とを吸収試験で証明した。さらに，成績の項で示した
血清および中耳貯留平中での抗体の動態および消長か
ら，中耳腔におけるウイルス感染を，例数は少ないが
証明しえたと考える．
　なお，SlgA抗体陽性例のうち，抗体価の低い例は，
実際に特異抗体が少ないことの他に，後述する可能性
を考慮しなけれぽならない．すなわち，
　1）貯留雨中に存在するムチンなどの非特異的ウイ
ルス阻止物質と固相抗原との反応．
　2）　多量の重合IgM抗体と抗SC抗体との弱い反応
性16）および，
　3）　ウイルス抗原間の交叉反応性
　まず1）について，RSウイルスおよびパラインフルエ
ンザなどのパラミキソウイルスは，そのエンベロープ
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がムチソと親和性をもつため，ムチンが固相抗原と結
合することにより，試料中の抗体の抗原への結合を阻
害することが推測される．しかし，本研究では，エン
ベロープを除去し，高度に精製したnucleocapsidを抗
原に用ているため，貯留下中に存在する非特異的阻止
物質の影響は，ほぼ除去しえたと考えられる．アデノ
ウイルスに関して未だ非特異的阻止物質が存在すると
いう報告は見あたらない37》
　2）については，中耳貯留液中のIgM量が極めて少な
い24）ため，特に問題にならないと思われるが，この点は
今後，IgM，　IgA，およびSIgAの定量的比較で明らか
にしなければならない．
　また，3）の可能性については，アデノウイルスの場
合，中和反応により少なくとも35型に，さらに，生物
学的ならびに物理化学的性状により，群および亜群に
分けられており，アデノウイルスと抗体との反応は複
雑である．従って，本研究で用いたアデノウイルス7型
抗原によりELISA法で検出した抗原抗体反応は既感染
あるいは感染アデノウイルスの型，群あるいは亜群特
異反応の総合した結果をとらえていると考えられる．
ELISA法を用いる場合，この点に関してさらに検討を
加えていく必要がある．パラインフルエンザウイルス
では，1，2，および3型の精製抗原とその特異抗血清
を用いた研究28）では，平間の交叉反応性は存在しないと
考えられている．また，パラインフルエンザ1型ウイ
ルスとムンプスウイルスとの交叉反応性29）については，
エンベロープを除去したnucleocapsid精製抗原を用い
る場合，問題にならないと考えられる．
　ところで，小児期の気道感染症を起こすウイルスは
数多く，本研究で対象とした3種目ウイルスの他に，ラ
イノウイルスやコロナウイルスが知られ，また細胞融
合を起こしうるウイルスとして，ムンプス，二丁，パ
ラインフルエンザ1，3型島30｝の他に，ヘルペスウイルスlo）
トガウイルス31）さらにインフルエンザウイルス32）が知ら
れている．これらのウイルスについても同様の検索を
行うことにより，小児期に発多する滲出性中耳炎の発
症要因に占めるウイルスの位置およびその重要性を知
る手がかりが得られると思われる．今後は，症例とと
もに検索対象ウイルスを増やし，血清学的検討を行う
べきである．
　最後に，ウイルス感染と滲出性中耳炎の発症機序に
ついて考察したい．
　RSウイルスおよびパラインフルエンザウイルスは，
いわゆる感冒の病原ウイルスとして比較的多いウイル
スで，再感染を起こしうることが明らかにされている．
免疫能の未熟な乳児におけるこれらのウイルス感染は，
抗体産生の遅れにより，感染の遷延化あるいは，重症
化をもたらす．
　また，初感染のとき，局所に抗体が産生されないと，
容易に再感染を起こしうるが，その際，血中に抗体が
存在すると，抗原抗体反応が起こり，これによって，症
状が悪化すると言われている93）一方，滲出性中耳炎の
発生は，すでに乳児期において認められ，また，滲出
性中耳炎が急性中耳炎より移行する例のあるという臨
床的事実を考えると，滲出性中耳炎の反復罹患に，ウ
イルスの再感染あるいは持続感染が関与しているので
はないかと推察される．RSウイルスについては，　in
vitroで持続感染を起こすことが知られており§4）これら
のウイルスによる中耳腔での初感染後に，再感染ある
いは持続感染を起こすと，そこに生じたウィルス抗原
と既存の抗体との間に，抗原抗体反応が起こることは
容易に想像される．また，アデノウイルスの場合，あ
る型のウイルスによって感染阻止能のない群あるいは
亜群特異抗体が産生されていた中耳腔に，他型のウイ
ルスが感染したとすると，ウイルス感染を阻止できず，
感染が成立し，同時に既存の共通抗原性を有する抗体
と，抗原抗体反応を起こすことは十分考えられる．同様
の現象は，臨床例で交叉反応を示すと言われるムンプ
スウイルスとパラインフルエンザウイルスとの間にも
起こりうると思われる．また，抗原変異を起こしなが
ら感染を繰り返すA型インフルエンザにおいても同様
の可能性が考えられる．
　中耳腔にこのような抗原抗体反応が起こると，補体
の活性化とともに，中耳腔に好中球の遊走をみる．好
中球からの蛋白分解酵素の放出により，組織障害を招
く，いわゆるIII型のアレルギー反応が起こるものと考
えられる．このような状況では，中耳腔に，：炎症性産
物である貯留液が出現し，これが蓄積されると，臨床
的には高音難聴をもたらす。さらに貯留液が局所に停滞
することにより，局所組織の破壊が進み，これに対し
て細胞性免疫が関与して，肉芽腫性変化をもたらすと，
コレステリン肉芽腫の存在を特微とする青色鼓膜とい
う病態をつくりだす．このように考えると，滲出性中
耳炎の難治例あるいは青色鼓膜例への進展を説明する
のに都合がよい．
　すでに，中耳腔にIII型アレルギーの起こりうること
が報告され15－37）補体の活性化3孔38》も証明され，さらに，
炎症性細胞のうち好中球の多いことは，著者も第1報1）
において確認した．また，青色鼓膜例で，細胞性免疫
の関与している可能性は，第1報1｝において述べた．
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　今後は，中耳腔におけるウイルス感染の再感染また
は持続感染の可能性を追究するために，抗体の消長を
長期的に検討する必要がある．
5　結 論
　小児滲出性中耳炎におけるウイルス感染の意義を明
らかにする目的で，中耳腔におけるウイルス感染を証
明すると思われる中耳貯留此中のウイルス特異分泌型
IgA抗体の検索を試みた．
　抗体検出にはEnzyme－linked　immunosorbent
assay（ELISA）法を用い，感度よく分泌型IgA抗体
を検出するための基礎実験を行い，ELISA法を確立し
た．これに基づいて，113名の小児滲出性中耳炎（1－11
歳）より128耳の．中耳貯留液を得て，ウイルス特異抗
体を検出し，以下の結果を得た．
　1．100名の慢性滲出性中耳炎患児より得た114耳の
貯留国恥のアデノウイルス，RSウイルスおよびパライ
ンフルエンザウイルス2型に対する分泌型IgA抗体
陽性例は，各々，15耳（13．2％），7耳（6．1％）およ
び10耳（8．8％）であった．一方，13名の青色鼓膜例
より得た14耳の貯留無識から，アデノウイルス，RSウ
ィルスおよびパラインフルエンザ2型ウイルスに対す
る分泌型IgA抗体陽性例は，各々2耳（14．3％），3耳
（21．4％）および2耳（14．3％）であった．
2．ウイルス抗体陽性例の年齢分布は，アデノウイル
スの場合は，4歳以上に分布し，RSウイルスおよびパラ
インフルエγザ2型ウイルスは，おおむね，6歳以下に
分布していた．
　3．検出した各ウイルス抗体の特異性を，吸収試験に
より証明した．
　4．各ウイルス抗体陽性例では，血清中の抗体レベル
との比較から，中耳腔にウイルス感染の起こっていた
ことが強く示唆された．
　今後は，検索対象ウイルスを増やし，血清学的研究
を行う必要があり，さらに，滲出性中耳炎の発症およ
び遷延化の機序を明らかにするため，長期的検討を要
すると考えられた．
　稿を終るに臨み，RSおよびパラインフルエンザウイ
ルス株の分与を賜った岩手医科大学細菌学講座川名林
治教授，血清IgAおよび分泌型IgAの分与を賜った内
科学第1講座赤保内良和講師に深謝いたします．
　実験の遂行ならびに論文作成に御指導いただいた衛
生学講座浦沢紛子講師に深謝いたします．
　本研究において，御助言ならびに御援助をいただい
た衛生学講座浦沢正三教授をはじめ，教室員各位，小
児科学講座千葉靖男講師に謝意を表します．
　御校閲いただいた小児科二二座中二二教授に深謝い
たします。
　最：後に，本研究の御指導ならびに御校閲を賜った
形浦昭克教授に深甚なる謝意を表します．
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